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摘要 :【 目 的】 丝氨酸 蛋白 酶 (serine protease，SP) 是 一 类 以 丝氨酸 为 活性 中 心 的 重要 的 蛋白 水 解 
io FR GEARRA æt P Galeruca daurica 丝氨酸 蛋白 酶 基因 ,分 析 其 对 温度 胁迫 的 响 
应 ,以 期 为 进一步 揭示 沙 草 莹 叶 甲 耐 温 性 的 调控 机 制 及 其 他 生理 功能 商定 基础 。【 方 法 】 根 据 沙 贡 
莹 叶 甲 2 龄 幼虫 转录 组 数据 ,采用 RACE 技术 克隆 得 到 沙 艺 莹 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 cDNA 全 
长 序列 ,并 进行 生物 信息 学 分 析 ; 应 用 qPCR 技术 检测 其 在 不 同 温 度 ( -10，-5,0,5,25 49 35€) 
下 处 理 1h 后 及 25%C 下 恢复 30 min & 4E 2 LEE 2 龄 幼虫 中 的 表达 量变 化 。【 结 果 】 自 沙 划 莹 
叶 甲 克隆 获得 一 个 丝氨酸 蛋白 酶 基因 ,命名 为 GdSP( GenBank 登录 号 : MG797556) 。 该 基因 全 长 
1 110 bp, 开 放 阅 读 框 969 bp ,编码 322 个 和 氨基酸 ;蛋白 预测 分 子 量 35.41 kD ,等 电 点 5.61; 编码 蛋 
白 具 有 丝氨酸 蛋白 酶 的 典型 特征 ,具有 一 个 跨 膜 结构 ,无 信号 肽 。 同 源 序列 比 对 和 系统 发 育 分 析 表 
明 ,GdSP 与 光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis SP 的 同 源 性 最 高 ,氨基 酸 序列 一 致 性 为 30.53% 。 
qPCR 测定 结果 表明 ,不 同 温度 处 理 间 2 龄 幼虫 中 GdSP 表达 量 差异 不 显著 ,但 对 各 高 低温 ( -10%C 
除外 ) 胁迫 处 理 回 温 后 CdSP 表达 量 显 著 上 升 。【 结 论 】 快速 冷 驯 化 对 沙 世 蔓 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基 
因 表 达 无 显著 影响 ,而 回 温 可 诱导 其 上 调 表达 。 
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Molecular cloning of a serine protease gene DdSP and its response to 


temperature stress in Galeruca daurica ( Coleoptera: Chrysomelidae ) 
SHAN Yan-Min'^, ZHANG Yu', HUO Zhi-Jia , PANG Bao-Ping^*, SUN Xue-Tao (1. Research 
Center for Grassland Entomology, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010010, China; 
2. Grassland Station of Inner Mongolia Autonomous Region, Hohhot 010020, China; 3. Grassland 
Station of Chifeng City, Chifeng, Inner Mongolia 024000 , China) 

Abstract: [ Aim] Serine protease ( SP) is an important proteolytic enzyme, with serine as its active 
center. This study aims to clone a serine protease gene from Galeruca daurica and to analyze its 
expression levels in response to temperature stress so as to lay a foundation for further investigation on the 
regulation mechanisms of temperature tolerance and other physiological functions in G.  daurica. 
[ Methods] Based on the transcriptome data of the 2nd instar larvae of G. daurica, the full-length cDNA 
of the serine protease gene was cloned from G. daurica by RACE, and its sequence was subjected to 


bioinformatics analysis. Its expression profiles in the 2nd instar larvae of G. daurica exposed to different 
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temperatures ( - 10, —5, 0, 5, 25, and 357C) for 1 h and recovered at 25°C for 30 min were detected 
by qPCR. [Results] A serine protease gene was cloned from G. daurica, and named GdSP ( GenBank 
accession no. : MG797556). GdSP is 1 110 bp in length with an open reading frame ( ORF) of 969 bp, 
encoding a protein of 322 amino acids with the predicted molecular weight of 35. 41 kD and pl of 5.61. 


The encoded protein shares the typical structural features of serine proteases, with a transmembrane 


domain but no signal peptide. Homologous sequence alignment and phylogenetic analysis showed that 


GdSP has the highest amino acid sequence identity (30. 53% ) with Anoplophora glabripennis SP. qPCR 


results showed that the expression levels of GdSP had no significant difference in the 2nd instar larvae of 


G. daurica exposed to different temperatures whereas increased significantly after recovery from the low 


(except — 10*C ) and high temperature stresses. [Conclusion] Rapid cold-hardening has no significant 


effects on the expression of GdSP while recovery from cold shock elicits its up-regulated expression. 


Key words: Galeruca daurica; serine protease; gene cloning; temperature stress; expression profiling 


昆虫 是 变温 动物 , 温度 对 其 生长 发 育 、 存 活 、 繁 
殖 及 行为 有 着 重要 的 影响 。 低 温 是 生活 于 温带 和 寒 











Manduca sexta ( Jiang et al., 2003), F} Zx T IR 
Spodoptera litura( Zhang et al., 2010) 、 华 北大 黑 鲁 金 








带 地 区 的 昆虫 面 对 的 最 大 挑战 之 一 。 冷 驯化 是 将 昆 
虫 暴露 于 亚 致 死 低温 一 段 时 间 可 有 效 地 提高 其 在 臻 
死 低温 下 存活 率 的 过 程 和 现象 ,作为 一 种 有 效 增 强 
抗 寒 能 力 的 途径 ,在 昆虫 应 对 环境 低温 胁迫 中 起 着 
重要 作用 ,成 为 当前 昆虫 抗 寒 性 研究 的 热点 (后 雷 
等 , 2013) 。 冷 驯化 分 为 快速 冷 驯化 (rapid cold- 
hardening, RCH ) 和 长 时 冷 驯 化 (cold acclimation, 
ACC) 或 季节 性 冷 驯 化 (seasonal cold-hardening ) 。 
然而 ,有 关 快 速 冷 驯化 的 机 制 却 很 少 了 解 (Teets and 
Denlinger, 2013) , 主要 作用 机 制 包括 多 元 醇 、 糖 类 、 
氨基 酸 等 抗 寒 物 质 的 积累 (Yoder et al., 2006; 
Michaud and Denlinger, 2007) ,细胞 膜 特性 和 成 分 
的 改变 ( Lee et al., 2006 ; Overgaard et al., 2006) ,以 
及 热 休 克 和 蛋白 (heat shock protein ) 的 诱导 表达 
( Rinehart et al., 2006) 等 。 

丝氨酸 和 蛋白酶 (serine protease) 是 一 类 以 丝 氮 




















& Holotrichia oblita ( X| Ý$ HH S&, 2012) , Z& Ei "É 
Apolygus lucorum ( 孙 洋 等 2012), ë / SE h 
Bactrocera dorsalis ( HZZ B] 5 , 2012) /N IR Plutella 
xylostella ( Shi et al., 2013) , Ë Ja 1 iR Heliothis 
viriplaca ( JA Ib& FFE, 2014) JL) E Bemisia tabaci 
(于 洁 等 , 2016) pipii t Frankliniella occidentalis 
( 赵 倩 倩 等 , 2017) 等。 

WA tP Galeruca daurica 是 一 种 近年 来 在 
内 蒙古 草原 上 独 狂 成 灾 的 新 害虫 ,该 虫 一 年 发 生 1 
代 , 以 卵 淖 育 越冬 ,翌年 最 早 于 4 月 上 中 名 孵化 , 越 
冬 卯 和 幼虫 具有 很 强 的 抗 寒 性 ( 李 浩 等 ,2014; 高 
靖 淳 等 , 2015) 。 低 温 胁 迫 可 提高 该 虫 幼 虫 的 过 冷 
却 能 力 ,同时 会 降低 幼虫 后 期 的 存活 率 和 发 育 速 率 
( 李 浩 等 , 2015) ,但 对 其 机 理 目 前 还 不 清楚 。 本 实 
RUARI 2 龄 幼虫 转录 组 测序 表明 ,丝氨酸 
和 蛋白酶 基因 的 表达 与 不 同 温度 胁迫 有 密切 的 关系 


















































酸 为 活性 中 心 的 重要 蛋白 水 解 酶 ,广泛 存在 于 生物 
有 机 体 中 ( Ross et al., 2003) ,其 主要 功能 是 分 解 蛋 
白质 中 的 肽 键 ,将 大 分 子 蛋 白质 降解 为 小 分 子 蛋 白 
质 ( 刘 海 明 等 , 2012) 。 丝 氨 酸 蛋 日 酶 在 昆虫 的 生理 
及 生长 发 育 过 程 中 起 着 重要 的 作用 ,主要 参与 免疫 
防御 (Jiang et al., 2003; Kanost et al., 2004) 、 生 长 
RA (Lehane et al., 1998; Zou et al., 2006) .组织 
重建 (Choo et al., 2011) ,& y IÑ 4% ( Christeller et 
al., 1992; Zhang et al., 2010; Zhan et al., 2011) 等 
要 的 生理 过 程 ,为 昆虫 必需 的 生化 酶 类 ,种 类 主要 
包括 胰 和 蛋白 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 以 及 弹性 蛋白 酶 等 
( Colebatch et al., 2002) 。 目 前 ,一些 重 要 农业 害虫 
的 丝氨酸 蛋白 酶 基因 已 被 克隆 , 如 烟草 天 蛾 



































( 待 发 表 ) 。 然 而 ,目前 有 关 昆 虫 丝 氮 酸 蛋白 酶 参与 
昆虫 抗 寒 性 或 冷 驯化 的 报道 却 很 少 。 因 此 ,本 人 研究 
采用 RACE 技术 克隆 获得 沙 萄 至 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 
基因 的 cDNA 全 长 序列 ,通过 生物 信息 学 方法 分 析 
其 分 子 特征 ,同时 采用 实时 荧光 定量 PCR(qPCR ) 技 
术 分 析 其 在 不 同 温度 胁迫 下 的 相对 表达 量 , 以 期 为 
进一步 揭示 丝氨酸 蛋白 酶 在 沙 萄 莹 叶 甲 抗 寒 性 中 的 
作用 以 及 其 他 生理 功能 奠定 基础 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 fixis 
2016 年 4 月 从 内 蒙古 锡林浩特 市 阿尔 善 苏 木 




















7 期 单 艳 敏 等 : 沙 萄 昔 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 GdSP 的 克隆 及 对 温度 胁迫 的 响应 763 


























A In] b Z8; s Up FH je Ae Bp, BH ELT PRX-350C 智能 
型 人 工 气候 箱 ( 宁 波 海曙 塞 福 实 验 仪器 厂 ) 内 进行 
孵育 (温度 25 + 1% ,相对 湿度 7096 +5% , 光 周 期 
14L: 10D) ,整个 饲养 过 程 均 以 野 韭 Allium ramosum 
为 食 。 
1.2 温度 胁迫 处 理 

HRU Z8 sz npHI 2 龄 幼虫 (3 日 龄 )40 kF 
1.5 mL 离心 管 中 ,温度 胁迫 处 理 在 LRH-100CB 低温 
培养 箱 ( 上 海 一 恒 ) 中 进行 。 设 置 6 个 温度 梯度 ,分 
别 为 -10，-5, 0, 5, 25( 对 照 ) 及 357 ,温度 胁迫 
处 理 1 ph 后, 分别 设 25 避 恢复 30 min 和 不 回 温 两 组 
处 理 。 每 个 处 理 3 个 生物 学 重复 ,每 个 生物 学 重复 
40 头 幼 虫 。 处 理 完 后 ,将 样品 漫 于 液 氮 中 速冻 , 然 
后 置 于 -80% 冰箱 保存 备用 。 
1.3 主要 试剂 

TaKaRa MiniBEST Universal RNA Extraction Kit, 
SMARTer 9 RACE 5'/3' Kit, KIT Escherichia 
coli 菌株 DH5a, pMD-I9T 克隆 载体 ，PrimeScript™ 
1st Strand cDNA Synthesis Kit, GoTaq ® qPCRMaster 
Mix, DL2000 DNA Marker, 6 x Loading Buffer 及 
SYBR Premix Ex Taq 荧光 试剂 等 , 均 购 自 TaKaRa 7 
司 ;核酸 若 脂 糖 凝 胺 回收 试剂 盒 , 购 自 天 根 公 司 。 其 
余 试 剂 为 进口 或 国产 分 析 纯 。 
1.4 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 克隆 
1.4.1 总 RNA 的 提取 与 cDNA 第 1 链 的 合成 :1.2 
节 不 同 温度 处 理 的 沙 签 董 叶 甲 2 龄 幼虫 总 RNA 的 
提取 按照 TaKaRa MiniBEST Universal RNA 
Extraction Kit 试剂 盒 进行 操作 。 对 提取 的 总 RNA 
纯度 和 质量 的 检测 ,采用 NanoPhotometer @ P-Class 
(Implen ,德国 ) 测 定 OD OD os, I 1. 0% KY HRAB H 
凝 胶 电 泳 鉴 定 ,最 终 得 到 的 总 RNA 放 入 -80% 冰箱 
中 保存 备用 。 按 照 PrimeScript™ 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 试剂 盒 进行 操 作 , 合 成 cDNA, 保存 于 
-20% 冰箱 备用 。 另 取 - 10% 处 理 的 2 龄 幼虫 总 
RNA ,按照 SMARTer@ RACE 5'/3' Kit 使 用 手册 合 
成 cDNA 第 1 E, JH-T Vb Z8 x n E FH 22 24 SR EA AE 
因 的 克隆 。 
1.4.2. 沙 答 性 叶 甲 丝 氮 酸 蛋白 酶 基因 中 间 片 段 克 
隆 : 根 据 本 实验 室 测 得 的 沙 萤 萤 叶 甲 转录 组 数据 , 筛 
选 注释 为 沙 萄 萤 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 的 unigene Jf 
列 , 通 过 生物 信息 学 分 析 , 得 到 丝氨酸 蛋白 酶 基因 片 
段 。 利 用 Primer Premier 5.0 软件 设计 引物 ( 表 1), 
以 1.4.1 dr vb Z8 iz np 2 龄 幼虫 反 转 录 得 到 的 
cDNA 为 模板 进行 RT-PCR 扩 增 ,所 用 PCR BUS 







































































T1007" Thermal Cycler ( Bio-Rad), PCR 反应 体系 
(25 uL): cDNA 模板 (100 ng/uL) 1 pL, 上 A 下游 引 
物 (GdSP-A/GdSP-S) (0.2 pmol/L) 各 1 uL, PCR 
Master Mix 12. 5 uL 及 RNase-free Water 9. 5 uL, 
PCR 扩 增 条 件 :94% 预 变 性 3 min; 94% 30 s, 60% 
30 s, 72C 2 min, 30 个 循环 ;72% 延伸 7 min; PCR 
产物 经 1.5% X E Pe SE Be Fa vC EHI ,然后 对 PCR 产 
物 进行 回收 ,与 pMD-19T 载体 连接 ,连接 产物 转 和 
感受 态 细胞 DH5a 中 进行 转化 ,吸取 转化 后 产物 
200 uL Ri EA AW (Amp) 的 抗 性 LB 固体 平板 
上 ,过 夜 培养 (12 ~ 16 h) ,而 后 进行 蓝 白斑 筛选 , 挑 
取 10 个 白色 菌落 分 别 接种 于 10 pL ddH50 中 , 取 
2 puL 作 为 模板 进行 菌 液 PCR , 扩 增 体系 及 条 件 同 
上 。 通 过 PCR 鉴定 进一步 确认 ,选取 检测 合格 的 3 
个 菌 液 样品 ,将 剩余 8 pL 含 菌 ddH,0 分 别 接种 于 
1.0 mL 含有 10 mg/mL Amp 的 LB 液体 培养 基 中 ， 
37*C 220 r/min 摇 床 过 夜 培养 (12 ~ 16 b) 。 然 后 用 
质粒 提取 试剂 盒 提取 菌 液 的 质粒 ,将 提取 的 质粒 送 
至 北京 六 合 华 大 基因 科技 股份 有 限 公 司 进 行 测序 。 
将 测序 结果 与 转录 组 数据 库 中 鉴定 出 的 丝氨酸 蛋白 
酶 基因 片段 序列 通过 DNAMAN 软件 进行 比 对 。 
1.4.3 利用 RACE 克隆 基因 的 3" 端 序 列 和 5 "9i FF 
列 : 根据 所 获得 的 基因 片段 ,设计 引物 GaSP-3-Gsp/ 
GdSP-3-Ngsp( 表 1) ,采用 SMART RACE 说 明 书 上 
的 Touchdown PCR 和 Nest PCR 方法 进行 3 RACE, 
用 通用 引物 UPM 和 特异 性 引物 GdSP-3-Gsp 进行 
Touchdown PCR, PCR 扩 增 条 件 : 94%C 30 s, 72% 
2 min, 5 个 循环 ;94%C 30 s, 70C 30 s, 72C 2 min, 
5 个 循环 ;94%C 30 s, 68*C 30 s, 72C 2 min, 25 个 
循环 。 电泳 检 测 后 , 取 5 pL PCR 产物 加 入 到 
Tricine-EDTA buffer 中 配 成 模板 , 使 用 通用 引物 
SHORT 和 特异 性 引物 GdSP-3-Ngsp 进行 Nest PCR 
扩 增 ,PCR 扩 增 条 件 : 94% TRAETE 3 min; 94C 30 s, 
68%C 30 s, 72C 2 min, 35 个 循环 然 ;72% 延伸 
7 min PCR 产物 经 1. 596 琼脂 糖 族 胶 电泳 检测 、 回 
收 、 连 接 、 转 化 ,测序 ,方法 与 克隆 保守 区 方法 相同 。 

利用 特异 性 引物 GdSP-5-Gsp/GdSP-5-Ngsp ( X 
1 ) 分 别 进行 Touchdown PCR 和 Nest PCR , 扩 增 程序 
及 方法 同 3' RACE, 

利用 DNAMAN 软件 对 已 克隆 获得 的 基因 片段 
进行 拼接 ,获得 沙 葱 曹 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 全 长 
cDNA 序列 。BLAST 比 对 分 析 克 隆 的 全 长 基因 序列 
与 已 知 的 丝氨酸 蛋白 酶 基因 序列 ,来 确定 获得 的 丝 
氨 酸 蛋白 酶 基因 的 正确 性 ,并 确定 ORF 的 存在 。 
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R1 所 用 引物 序列 列表 


Table1 List of the primer sequences 












































引物 引物 序列 (5' -3 ) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 
GdSP-A CGTGTACCCACTTTACGAAATCCAT 片段 克隆 
GdSP-S AATTCAGTGCTGAAAAATGCTACCT Fragment cloning 
GdSP-3-Gsp GCGGTCCGTTGATGATTAAACTGGGAGA 3' 端 扩 增 
GdSP-3-Ngsp GGGAGACAAACCCAGGTGGTTCCAAGTC 3' end amplification 
GdSP-5-Gsp TATCGGCTTCCTGATATCCACAGCTGCT 5'smj T 
GdSP-5-Nesp CACAGCTGCTCTTACTAGCAATGGCAGG 5' end amplification 
UMP CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGCTATCAACGCAGACT RACE 通用 引物 
SHORT CTAATACGACTCACTATAGGGC Universal primer for RACE 
GdSP-F1 CAACGCAGAGTACAAATTCAGTGCT ORF 扩 增 
GdSP-R1 AAATTGTTAAATCCGTTTCAAGGTT Amplification of full-length ORF 
GdSP-F2 TTGTCGGAAACTGTCCCATT 荧光 定量 PCR 中 目的 基因 扩 增 
TEAT TTC CCA Amplification of target gene in real-time 
quantitative PCR (qPCR) 
SDHA-F GGGAGACCACAATCTCCTCA KILE PCR 中 内 参 基因 扩 增 
SDHA-R AGCTGGTGCTCCTAAGTCCA Amplification of the reference gene in qPCR 


1.5 生物 信息 学 分 析 

利用 NCBI ORF Finder ( www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ gorf/ gorf. html) 预测 基因 的 蛋白 编码 序列 ;使 用 
DNAMAN v6.0(Lynnon Biosoft, MEK) 软件 进行 分 
子 量 和 等 电 点 预测 ;应 用 SignalP 4. 1 Server( http: // 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 进行 信号 肽 的 
预测 ;采用 TMHMM 软件 (http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/ TMHMWM/ ) 进行 蛋白 质 跨 膜 区 域 预测 ;利用 
NCBI Conserved Domains 工具 (http: // www. ncbi. 
nlm. nih. gov/Structure/cdd/wrpsb. cgi ) XJ 4& F4 Jot HJ 
结构 域 进 行 分 析 ; 应 用 Prosite 软件 进行 蛋白 质 功 能 
位 点 分 析 ; 运用 ExPASy Proteomics Tools ( https: // 
npsa-prabi. ibcp. fr/cgi-bin/secpred. gor4. pl) 软件 进 
行 蛋白 质 结构 预测 。 同 源 性 比较 采用 NCBI. 网 站 中 
(http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/) 的 BLAST 工具 和 
DNAMAN v6. 0 软件 ; 系统 进化 树 的 构建 使 用 
MEGAG. 0 软件 中 的 邻接 法 (neighbor-joining，NJ ) , 
重复 运行 1 000 次 ,在 进化 树 的 节点 处 显示 自 举 检 
验 值 ,判断 序列 是 否 属于 直系 同 源 序列 。 
1.6 丝氨酸 蛋白 酶 基因 在 不 同 温度 胁迫 下 的 表达 
分 析 

用 实时 荧光 定量 PCR ( qPCR) 4) Br vb 28 3 np HH 
不 同 温度 胁迫 下 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 表达 水 平 。 以 
从 沙 萤 萤 叶 甲 第 选 出 的 内 参 基 因 SDHA ( GenBank 
登录 号 : KU240575) 为 内 参 基因 (Tan et al., 2017) 
( 表 1)。 使 用 实时 荧光 定量 PCR fX FTC-3000 
( Funglyn Biotech, IMEK) 进行 测定 ,选择 10 uL 反 
























































应 体系 :1.4.1 节 合 成 的 cDNA 模板 1 uL, GdSP-F2 
上 游 引 物 0.2 uL, GdSP-R2 下 游 引物 0.2 uL, Go 
Taq® qPCR Master Mix 5 pL 和 ddH,0 3.6 uL. Æ 
用 两 步 法 进行 PCR:95% 预 变性 10 min;95*C 15 s, 
60C 1 min, 40 个 循环 ; 95?C 15 s, 60?C 15 s, 95*C 
15 s。 每 个 处 理 3 次 生物 学 重复 及 3 次 技术 重复 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

采用 2 UA HPEUP CR IERI GASP 基因 的 相 
对 表达 量 (Livak and Schmittgen , 2001) ,不 同 温 度 处 
理 间 相对 表达 量 差异 显著 性 分 析 采 用 单 因素 分 析 
(one-way ANOVA, Turkey 氏 法 )。 利 用 SPSS20. 0 
统计 分 析 软 件 对 数据 进行 统计 分 析 , 数据 以 平均 
值 圭 标 准 误 (SE) 表 示 。 























2 结果 


2.1 沙 葱 莹 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 克隆 与 序列 
分 析 

根据 本 实验 室 已 测 转录 组 中 筛选 出 的 沙 葱 莹 叶 
甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 序列 信息 ,设计 PCR 引物 扩 增 
出 中 间 片 段 大 小 为 968 pp ,所 得 测序 结果 与 转录 组 
数据 库 中 该 基因 序列 信息 完全 一 致 。3' RACE 扩 增 
反应 得 到 的 片段 大 小 为 229 bp,5' RACE 扩 增 反应 
得 到 169 bp 的 片段 。 测 序 结果 经 比 对 分 析 表 明 ,两 
个 扩 增 片段 与 预期 目的 片段 相符 ,根据 已 有 重合 序 
列 分 别 将 3 个 片段 拼接 。 根 据 拼接 序列 ,重新 设计 
上 下 游 引 物 GdSP-F1AGdSP-R1( 表 1), 扩 增 测序 后 
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获得 了 沙 敬 董 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 cDNA FE 
列 , 命 名 为 GdSP ( GenBank 登录 号 : MG797556), 
该 基因 cDNA 全 长 1 110 bp ,开放 阅读 框 为 969 bp, 
含有 42 bp 和 99 bp 的 5' 和 3' 非 编码 区 (图 1)。 该 
基因 编码 322 个 氨基 酸 , 包 含 poly(A) 尾 ;无 信号 
肽 ,有 一 个 蜂 膜 结构 。 由 CdSP 基因 推导 的 和 蛋白质 
分 子 式 为 Cis Has Nas 04m So ,分 子 量 为 35.41 kD, 
TERN 5.61, EAMT RI Br], GdSP 有 
一 个 保守 功能 区 , GASP 的 氨基 酸 序列 具有 明显 的 丝 

M 1 M 2 











A B 


氨 酸 蛋白 酶 的 特征 , 即 氨 基 酸 序列 中 具有 保守 的 
HDS 催化 三 联 体 活 性 位 点 ,含有 3 对 半 胱 氨 酸 残 
基 , 分 别 位 于 第 98 与 114 位 .242 与 259 位 及 268 与 
299 位 氨基 酸 ,这 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 组 成 3 
对 二 硫 键 ,从 而 保证 蛋白 质 三 级 结构 的 稳定 (图 2)。 
运用 ExPASy Proteomics Tools 中 的 GOR4 预测 GdSP 
二 级 结构 ,结果 表明 ,GdSP 有 25 个 a- 螺 旋 、106 个 
延伸 链 和 191 个 无 规则 卷曲 , 分 别 占 7.76% ， 
32. 92% 和 59. 3296 。 


M 3 











C D 


1 WARE GSP 基因 中 间 片 段 (A) 3'RACE 片段 (B) .5'RACE 片段 (C) 和 全 长 ORF(D) 扩 增 电泳 图 
Fig. 1 Electrophoretogram for PCR amplification products of the intermediate fragment of CdSP (A), 3' RACE fragment (B), 
5' RACE fragment ( C) , and full-length ORF (D) from Galeruca daurica 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; GsSP 基因 中 间 片 段 Intermediate fragment of GdSP; 2; 3'RACE 片段 3' RACE fragment; 

















3: S'RACEJT Et S'RACE fragment; 4; 全 长 ORF Full-length ORF. 


AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACAAATTCAGTGCTGAAAAATGCTACCTTCGAAATATGATTGGATTTTCATTTGTGTAGTT 


T M. OESIPOM Ko. EWONE CoxCY 
TTTACTTATAGCTCGATTACAATTGTTGGGGGCGCTGCAGCGACTTTTCAGAGAAATCCTGCCATTCCTAGTAACAGCAGCTGTGGATAT 
15 ET E S S1! T | V G. G AK A A IE Q KE NP .À I| PF SN S 5 C G. Y 
CAGGAAGCCGATAAGGAATGTACAGATTGCACTACCCCTAAACCCGGCACCAACACCCTTATTAGACGAGTGTTCGGAGGAAGGGAGGCT 
45 U EA BE R ECE TRE GCS TODpOECKVRB UG OS NOTDOE DOR OR M Fo GUUR- EC 
TTGATAAATGAATTTCCCTGGATGGCCTTACTGGGTTATACGAATTCTAAGGGGGATAAAAAATGGGGATGCGGTGGATCTATTATCAAC 
75 L-L NN E EF P W MA LCL G.Y T N 5.K 6 B K K W'.G.C.G à S.V -N 
TCCAGATACGTGTTGACGGCGGCTCATTGCGTCGCTATGATCCCAAAGCAGTATGGAAAACTTACTTCTATCGTTTTGGGGGAACACGAT 
ios REY D r.A& v x M TOP Ku OR DD EUD WD UE RD 
ACCAACCACGATGTCGATTGCGGTGAAGGTAAAAATGGTGGTGAAATATGCAACGTAAAACCGACCACGGTCGAGATCGAAAAAGTTATC 
EE ME AX SV T 
GTTCATCCTACATATAACAACGAAGATATCGCGCCTTACGATATCGCTTTAGTGAGATTGAAAGAAGAATTGCCATTTACAACATACATC 
iuh A A KE TN NEN OE UR T ABT U AUN Rede E BL pa UY d 
CAACCGATCTGTCTACCAGAACCCGAACACGAATTGTCGGAAACTGTCCCATTGACCACCGCCGGATGGGGACTCATGGAGAATCACCAA 
195. "Qc P" FG LP. ESE-E H.E ES EUM PE 
CACACAACCAAAAAAAGAACCGTGGATCTCTTATACCAGGGCAACGAACGTTGCGAAAACGTATTTTCTTCGGAAGGACTCAAATTGATA 
2253. RCE E CK. ER DOM BLET OGON E RL EN VOE SS E G- L'K LI 
AATTCGCAAATTTGCGCTGGGGATGACGCGAAAGATACGTGCGCAGGAGACAGTGGCGGTCCGTTGATGATTAAACTGGGAGACAAACCC 
25. N 5 Ol AG bbPAX STR^e s] on op My xr.» 
AGGTGGTTCCAAGTCGGGATAGTATCGTTCGGTGGTACTGAATGCGGCGTCAATCCGGCTGTTTATACTAGAGTTATGGATTTCGTAAAG 
285 R Ww .F qu Ww GL WS UGG T OE SGSGLSOO.V N A TAR NM BE VK 
TGGGTACACGAAACTGTTAAACCTIGAAACGGATTTAACAATTTTTAGATAGTTGTAATAATTTTTTTTTATTTTGAAATAAAAATTTTA 
Jio Wr VAHE TOY Eep a 





ACTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA| 
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2 WEIHE GASP 的 核 背 酸 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of GdSP from Galeruca daurica 














翻译 起 始 密码 子 为 下 划 线 所 示 ; 终 止 密码 子 用 双 下 划 线 表示 ;Poly A 在 实 线 方 框 内 显示 ;灰色 背景 为 HDS 催化 三 联 体 活性 位 点 ; 几 丁 质 结合 二 
硫 键 区 域 用 波浪 线 表示 。The initiation codon is underlined. The translation stop codon is double underlined. The Poly A is indicated in solid box. The 


catalytic active sites are in grey background. Disulphide bond regions within the chitin-binding domains are indicated by wavy line. 
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2.2 AmI E ££ Ss RR E ES B [s] IR. EC OGE TR R e dt 
化 分 析 

将 本 研究 获得 的 沙 莹 至 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 基因 
的 cDNA 序列 推导 出 的 氨基 酸 序列 (322 个 氨基 
酸 ) ,利用 Blast 同 源 性 搜索 结果 ,对 选取 包括 沙 萄 
aiu HU EPUM] 6 种 昆虫 的 丝氨酸 蛋 日 酶 氨基 酸 序列 
进行 比 对 。 结 果 表 明 , 沙 葱 萤 叶 甲 丝氨酸 蛋白 酶 的 
氮 基 酸 序列 与 光 肩 星 天 和 牛 Anoplophora glabripennis 
SP( GenBank 登录 号 : XP_018563884. 1) 的 一 致 性 






























最 高 ,为 30. 5396 ; EREA Dendroctonus 
ponderosae SP( GenBank 登录 号 : XP_019753987. 1)、 
KHP Nicrophorus vespilloides SP ( GenBank 登录 
E. XP_017777054. 1) , Z3 & E DE F Leptinotarsa 
decemlineata SP( GenBank 登录 号 : XP. 023025567. 1) 
和 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum SP ( GenBank 登录 
号 : EEZ99203.2) ,其 氨基 酸 一 致 性 分 别 为 30. 0596 , 
29.5696 , 28.3596 和 21.37% (图 3)。 








dS 生生 全 让 0 
|. Macte Eco Rc ei enne E cM err ew NET 0 
Do DN Rede dr Md e RM uen rM dr um Mer eos M ts d ed 0 
NvSP . . . .MSVKTAATLCLILGFVSYAOSE KGESGDCIIIRSCOTMLNILOKRPVSPDDADYLRRSQCGFVGNDPKVCCPTNNGGGGGGGGGNSGGSNY 96 
LdSP MGDTGLFRSAVILFGLFNVCYTOSYD PRNENGDOKVIS SLFALLEKRPIKSQDADYLRRSQCGFEGTLPKVCCPL..... QTSSTSKPVID 95 
TGSP MRCYRIQLFVVCSLLFFININAQRRSSCTIPNGDIARCIPIS ILYDAVTTRDKQOLKFLKESQCGYGRDPLVCCGLHNNYRLNPGDFAYDDEPFGWG 100 
Consensus 

大 MLP 3 
ey MRWSGKWFYLCLIFTFGGLLSFNGGGYATVHAMIIACETPNNDTGICLEIRMCPVI 56 
i MWYPRVLCLPFLLYSVHAQSLNGYCRTPSGESAKCISIYOCNSLLALVRTPS 52 
NvSP TE Dd 114 
LdSP HNMEBRPSNESDLEPSTEMIC. eS ers xem erem eee NE EISE Ime EI ES a RIS DIR eere I3 
ToSP NSHHRRNSGSONWDRDDTPSWGNERKNNNNNNEWSTNNRRRTTTORTNSEESGWGISDRPNRRTSGEESRWSTSDRPNRRTSGEESGWGTTDRPNRRTSG 200 
Consensus 

GdSP SKYDWIFICVVETYSSITIVGGAAATFORNPAIPSNSSCGYQEADKECTDCTTPKPGTNTLIR J JGMNTNSKEDKKWG| 103 
























AgSP FNOLMNKE du m ET IRNKYIBO! G 156 
DpSP RTTEQTOFLTSSKCGFNSAGTPYVCCGSGENKVEQSDGDFSNPDYTTNPAIPDRSQ Jl j : WT ORL T. 152 
Eb Der v CM METER ANNE ) 2 157 
TO 157 
TcSP EDSSRRNNNRRTTTORTNSEESSFEREDDRFNDRTNSGSNSNRQTSQGSGSTDKSE 3 300 
Consensus g 

GdSP 200 
AgSP 250 
DpSP 251 
NvSP 256 
LdSP 2855 
Tes | PM 398 
Consensus y taahc NC y i p er 

GdsP EPEHELS...ETVPBTT 295 
AgSP DDDNETPVSYFLS.... 343 
DpSP  LPSEASB... 348 
NvSP IKKTELOKDLTGD 355 
LdSP KTANDQTKS 3BB 
TcSP — GKSEKTS... 494 
Consensus 

GdSP 322 
AgSP 370 
DpSP 375 
NvSP 385 
LdSP 385 
ToSP 521 
Consensus 
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Fig. 3 Multiple alignment of amino acid sequence of serine proteases from Galeruca daurica and other insects 


序列 比 对 中 丝氨酸 蛋白 酶 物种 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin species of serine proteases and their GenBank accession numbers; AgSP: JGA ÆRE 








Anoplophora glabripennis, XP 018563884. 1; DpSP: Il #A K/h Dendroctonus ponderosae, XP. 019753987. 1; NvSP: K2 3# P Nicrophorus 
vespilloides, XP_017777054. 1; LdSP; 马铃薯 叶 甲 Leptinotarsa decemlineata, XP_023025567. 1; TcSP; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, EEZ99203. 
2. Consensus; 共有 序列 . 黑色 阴影 示 10096 一致 性 ,粉红 色 示 75% 以 上 一 致 性 , 蓝 色 示 50% 以 上 一 致 性 。Amino acids with 100% identity are in 








black shadow, those over 75% are in pink, and those over 50% are in blue. 


采用 从 NCBI 数据 库 中 搜索 到 已 知 的 丝氨酸 蛋 
白 酶 氨基 酸 序列 ,构建 系统 进化 树 ( 图 4) 。 结 果 表 
明 ,GdSP 的 氨基 酸 序列 与 鞘翅 目光 肩 星 天 牛 SP 
(GenBank 登录 号 : XP 018563884. 1) 亲缘 关系 最 
近 , 而 与 其 他 非 靖 翅 目 丝氨酸 蛋白 酶 的 亲缘 关系 较 














远 。 系 统 进化 分 析 表 明 沙 萄 荤 叶 甲 GdSP 在 鞘翅 目 
昆虫 中 具有 相对 保守 的 进化 特性 。 
2.3 WAAMA GdSP 在 不 同 温 度 胁迫 下 的 表达 
分 析 

采用 实时 荧光 定量 PCR 技术 检测 不 同 温度 胁 
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Je ib Zia 2 龄 幼虫 GdSP mRNA 的 相对 表达 ”5%C ,GdSP 表达 量 呈 明显 上 升 趋势 ;高 温 胁 迫 (35%C ) 
i 结果 表明 , 沙 葱 莹 叶 甲 2 龄 幼虫 经 1h E30 min 后 ,GdSP 表达 量 显 著 高 于 25%C (对 
不 同 温度 胁迫 处 理 1 h 后 ,未 回 温 处 理 间 GdSP 表达 照 )(P <0.05)。 在 相同 的 胁迫 温度 下 , 回 温 处 理 
量 差异 不 显著 (已 >0.05) ,但 回 温 30 min 处 理 间 差异 GdSP 表达 量 均 高 于 未 回 温 处 理 的 表达 量 , 但 只 有 
显著 (P «0.05) , 冷 胁 迫 处 理 随 温度 从 — 10% 上 升 至 -5,0, 5 和 35% 处理 差异 达到 显著 水 平 (P <0.05)。 


100 ERNE Drosophila melanogaster (NP. 649734.2) 

也 中 海 实 晶 Ceratitis capitate (XP. 004518274.1) 
致 乏 库 蚊 Culex quinquefasciatus (XP. 001845622.1) 

山 松 大 小 名 Dendroctonus ponderosae (XP. 019753987.1) 
NESS E Aethina tumida (XP_019874890.1) 

IMA Tribolium castaneum (EEZ99203.2) 

HER Lasius niger (KMQ96720.1) 
























































































KA Nicrophorus vespilloides (XP_017777054.1) 








HH Leptinotarsa decemlineata (XP_023025567.1) 





安 蚊 Anopheles sinensis (KFB44072.1) 
按 蚊 Anopheles gambiae (CAB88872.1) 








m à AN E Galeruca daurica (MG797556) 








76 —— JJA ÆR Anoplophora glabripennis (XP_018563884.1) 





菜 粉 蝶 Pieris rapae (XP_022125007.1) 
ZKI Bombyx mori (JF431073) 





Zt EE Apolygus lucorum (JQ609681.1) 









































图 4 UoZ at E AEA EE E 2 2312 £6 A MEAE T AEF I ERRERA 
Fig. 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of serine proteinases from Galeruca daurica and other insect species 
采用 MEGAG. 0 软件 中 的 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ,重复 运行 1 000 次 ;分 支 上 的 数字 表示 置信 和 度 ,括号 内 为 丝氨酸 蛋白 酶 的 GenBank 登录 号 。 


The phylogenetic tree was constructed using MEGA 6.0 with the neighbor-joining method, and 1 000 replications were performed. The numbers at nodes 











are bootstrap P-value, and GenBank accession numbers of serine proteinases are in brackets. 
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5 不 同 温 度 胁迫 下 沙 和 长 董 叶 甲 2 龄 幼虫 中 CdSP 的 相对 表达 量 
Fig. 5 A levels of GdSP in the 2nd instar larvae of Galeruca daurica exposed to different temperatures 

2 龄 幼虫 分 别 置 于 -10，-5, 0, 5 1357€ F (DL25*C RIXE) , 1h 后 25 民 恢复 30 min 或 不 回 温 。 图 中 数据 为 平均 值 = SE, 柱 上 不 同 字母 表 

X cn «0.05, Turkey [&1X:) ; The 2nd instar larvae were exposed to — 10, —5, 0, 5 and 35% for 1 h (those exposed to 


25% were used as the control) , and then were recovered at 25°C for 30 min or not recovered. Data in the figure are mean + SE, and different letters 























above bars indicate significant difference between different temperature treatments ( P «0.05, Turkey' s test). 
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3 讨论 





丝氨酸 蛋白 酶 家 族 具 有 保守 的 催化 三 联 体 一 一 
丝氨酸 (Ser) HAR ( His) MRAZA (Asp) (Klein 
et al., 1996) 。 如 果 催 化 三 联 体 中 的 一 个 或 多 个 位 
点 缺失 , 则 将 该 类 蛋白 酶 归 为 类 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 
(serine proteases homologs ) 。 本 研究 首次 采用 
RACE 技术 从 董 叶 甲 亚 科 (Galerucinae) 昆虫 中 克隆 
得 到 了 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 全 长 cDNA 序列 ,其 编 
码 蛋 白 的 氨基 酸 序列 中 具有 完整 的 催化 三 联 体位 
点 ;通过 核 苷 酸 及 氮 基 酸 的 同 源 性 比 对 分 析 表 明 ,该 
基因 与 同 目的 光 肩 星 天 牛 丝氨酸 和 蛋白酶 基因 的 同 源 
性 最 高 。 因 此 ,本 研究 获得 的 克隆 基因 编码 蛋白 序 
列 是 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 中 的 一 员 。 

与 长 时 冷 驯化 伴随 着 基因 表达 发 生 较 大 改变 
( Ragland et al., 2010, 2011) 相反 ,很 少 有 证 据 表 明 
快速 冷 驯 化 需要 合成 新 的 基因 产物 。 在 本 研究 中 ， 
Vb cn HI CdSP 表达 量 在 快速 冷 驯 化 期 间 并 没有 
发 生 明显 的 改变 ,但 在 25%C 下 恢复 30 min 后 发 生 明 
显 上 调 。 其 他 研究 者 也 获得 了 类 似 的 结果 。 例 如 ， 
Hg R he Drosophila melanogaster 5 个 候选 基 
(Frost, Smp-30, Hsp23, Hsp70Aa 和 Desaturase2.) 表 
达 量 均 在 快速 冷 驯 化 期 间 未 发 生 明 显 变化 ,只 
Frost 和 Hsp70Aa 在 回 温 后 发 生 明 显 上 调 (Sinclair et 
al., 2007) , Teets 等 (2012 ) 采用 cDNA microarray 
ITEWE TPR Sarcophaga bullata 经 快速 冷 驯化 后 
15 000 个 ESTs( expressed sequence tags) 表达 量 的 变 
化 ,发 现 虽 然 有 1096 基因 表达 量 在 回 温 后 发 生变 
化 ,但 没有 一 个 基因 在 冷 驯 化 期 间 发 生 明 显 变化 。 
上 述 结果 表明 ,快速 冷 驯化 是 一 个 不 需要 新 基因 
物 合成 的 细胞 驱动 ( cellular-driven ) 过 程 ,而 代谢 调 
节 才 是 其 关键 (Teets and Denlinger, 2013) 。 代 谢 组 
学 研究 进一步 证 明快 速 冷 驯 化 期 间 多 元 醇 氨基 酸 
及 糖 类 含量 增加 (Michaud and Denlinger, 2007; 
Overgaard et al., 2007; Teets et al., 2012) 。 在 本 研 
Sir , vb Z8 si rp HR 4J] 8 £8 5*C 低温 和 35% 高 温 胁 迫 
1 h 后 ,丝氨酸 蛋白 酶 基因 GdSP deii 53 2590] HR 
相 比 均 未 发 生 显著 变化 。 而 盛 洋 等 (2013 ) 研究 表 
HH 2k EL NÉ Apolygus lucorum WEZ 4*C 低温 和 40C 
高 温 胁迫 1 h 后 ,其 丝氨酸 蛋白 酶 基因 41SP3 的 表 
达 量 与 24% 对 照相 比 显 著 上 调 。Gao 等 (2017 ) 在 
研究 中 华 蜜蜂 丝氨酸 和 蛋白酶 基因 时 ,也 获得 了 与 盛 
洋 等 相似 的 结果 。 但 上 述 两 项 研究 均 未 设 回 温 处 













































































































































































理 。 目 前 有 关 高 低温 胁迫 和 冷 驯化 对 丝氨酸 蛋白 酶 
基因 影响 的 研究 还 太 少 ,而 有 关 对 丝氨酸 蛋白 酶 活 
性 影响 的 研究 还 未 见 有 过 报道 。 因 此 , 冷 驯 化 和 温 
度 胁迫 与 丝 氮 酸 蛋白 酶 基因 表达 及 酶 活性 的 关系 还 
有 待 于 进一步 研究 。 
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